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RESUMO
Oito amostras de T. gondii - LIV IV, LIV V e S 11 isoladas de suínos, RH e VPS de seres humanos, AS 28 de camundongo, HV III de cão e CN
de gato - foram analisadas com o objetivo de verificar a existência de possíveis diferenças na resposta imune quando inoculadas em coelhos.
Através da técnica de ELISA, não foram constatadas diferenças entre as oito amostras estudadas. Todas as amostras reagiram de forma
semelhante com soros homólogos e heterólogos. A suspensão antigênica, constituída de extrato celular total, mostrou-se eficiente no ELISA
teste indireto, já que os soros positivos reagiram fortemente e os soros negativos não apresentaram reação contra os antígenos testados. A análise
das amostras, pela técnica de Western blot, revelou que os isolados de T. gondii compartilham vários antígenos com algumas variações. Dentre
as bandas reconhecidas no Western blot, três foram comuns a todas as amostras: a p33 (33-37 kDa), p54 (52-55 kDa) e a p66 (66 kDa). A
amostra HV III, isolada recentemente de um cão, foi a que mais diferiu no perfil antigênico. Essa amostra não apresentou três antígenos (50, 70
e 75 kDa) presentes nas demais amostras. Apenas dois antígenos, um de 62 kDa da CN e outro de 67 kDa da LIV IV, foram amostra-específicos.
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INTRODUÇÃO
iferentes amostras de Toxoplasma gondii, isoladas de di-
versas espécies animais, apresentam variações na virulên-
cia quando inoculadas em animais de laboratório13,15. Ware;
Kasper30, utilizando as técnicas de Western Blot e redução da forma-
ção de placas de parasitas com anticorpos monoclonais, observaram
diferenças qualitativas e quantitativas nos antígenos de três amostras
(RH, P e C). De La Cruz et al.12, no entanto, ao analisarem quatro
amostras de T. gondii, através da técnica de Western blot, utilizando
soros hiperimunes produzidos em camundongos, observaram ape-
nas diferenças quantitativas na expressão de antígenos comuns, su-
gerindo, os autores, que fossem devidas a uma indução da expressão
pelos hospedeiros ou influenciados pela manipulação laboratorial.
Bekner da Silva et al.1, trabalhando com cinco amostras de
T. gondii e inoculando-as em suínos, demonstraram a equivalência
da reação homóloga e heteróloga dessas amostras de T. gondii, pela
reação de imunofluorescência, bem como a redução dos títulos de
anticorpos quando da adsorção dos soros específicos com taquizoítas
vivos das outras amostras. Resultados similares foram obtidos por
Navarro et al.23 quando pesquisaram a resposta imune em gatos
inoculados com cinco amostras de T. gondii. Outra forma de carac-
terizar amostras de T. gondii foi utilizada por Darde et al.9, através
da determinação dos perfís de isozimas. Em sete amostras, esses
pesquisadores obtiveram três grupos de zimodemas que estavam
relacionados com a virulência em camundongos e a capacidade de
produzir oocistos. Considerando a grande importância dessa doen-
ça, tanto em seres humanos como em animais, idealizou-se o pre-
sente trabalho, com o intuito de contribuir para o estudo da resposta
imune de coelhos ao parasito e obter informações adicionais sobre
os antígenos de amostras ainda não analisadas.
MATERIAL E MÉTODO
Amostras de Toxoplasma gondii. As oito amostras anali-
sadas foram: RH isolada nos EUA por Sabin24 e VPS em São Paulo,
SP, por Ishizuka**, de humanos; CN também isolada em São Pau-
lo, SP, por Ogassawara***, de gato; LIV IV e LIV V23 isoladas em
Londrina, PR, e S 1121 em Erechim, RS, de suínos; AS 2810 isolada
em São Paulo, SP, de um camundongo silvestre e HV III28 isolada de
cão em Londrina, PR. Desde o isolamento até o momento de sua
utilização nas diferentes etapas do trabalho, as amostras do parasito
foram mantidas em laboratório, através de passagens sucessivas em
camundongos suíços pela via intraperitoneal.
Obtenção de taquizoítos. Para a obtenção de taquizoítos
utilizados na eletroforese em gel de poliacrilamida, reação de
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imunofluorescência indireta (RIFI) e ELISA teste indireto, os ca-
mundongos receberam, via intraperitoneal, inóculo de 0,2 ml de
uma suspensão de taquizoítas vivos, em solução fisiológica estéril,
obtidos através de uma lavagem peritoneal de camundongos previa-
mente infectados. A purificação das suspensões procedeu-se da se-
guinte forma: as amostras foram submetidas, primeiro, a uma
centrifugação numa baixa rotação (1.000 rpm durante 30 segun-
dos), após a qual os sobrenadantes foram filtrados em uma membra-
na de policarbonato (Nucleopore Corp.) com diâmetro dos poros de
três µm e centrifugados duas vezes a 2.500 rpm por oito minutos. Os
sedimentos foram então ressuspensos em solução de NaCl a 0,9% e
padronizados, por contagem dos taquizoítos, em câmara de Neubauer.
Obtenção de soros hiperimunes. Para a obtenção de so-
ros hiperimunes, foram inoculados dois coelhos mestiços, fêmeas,
com 90 dias de idade, para cada amostra. Antes da inoculação, os
animais foram testados, para se verificar a presença de anticorpos
anti-Toxoplasma, pela RIFI, sendo que todos foram negativos em
dois testes realizados com intervalo de um mês. Os coelhos recebe-
ram, via intraperitoneal, inóculo de 106 taquizoítos vivos por ani-
mal. Quando apareceram os sintomas da infecção, os coelhos foram
tratados com sulfametoxazol (15 mg/kg) e trimetropim, durante 10
dias. As amostras, que levaram os animais a óbito, foram novamen-
te inoculadas com 105 taquizoítos vivos por coelho. Após 45 dias
da inoculação, os animais foram sangrados, através de punção car-
díaca, e o soro armazenado a –20ºC até o momento do uso.
RIFI e ELISA. A pesquisa de anticorpos anti-Toxoplasma
gondii nos soros dos coelhos foi realizada, através da RIFI, conforme
técnica preconizada por Camargo4 e do ELISA teste indireto segundo
Camargo et al.5 e Mineo et al.22, com algumas modificações. Os
taquizoítas puros de cada amostra, obtidos como descrito anteriormen-
te, foram concentrados em 1,5 ml de salina, sendo essa solução sonicada
(23 kHz, seis vezes em intervalos de 30 segundos a 4ºC) e a concentra-
ção de proteína dosada pelo método de Bradford3. Essa solução antigênica
foi então armazenada a -20ºC até o uso. A sensibilização das microplacas
de ELISA foi realizada com uma suspensão antigênica na concentra-
ção de 20 µg/ml de proteína. Os soros foram diluídos a partir de 1:1.000
até 1:512.000, numa razão de dois. O conjugado utilizado foi um
anticorpo de carneiro anti IgG de coelho marcado com peroxidase dilu-
ído a 1:1.000 (Sigma). A revelação foi feita com 100 µl da solução de
substrato contendo 30 µl de H2O2 (30%), 10 µg de OpD (O-
phenylenediamine dihydrochloride-Sigma) e 100 ml de tampão de
substrato (0,72% p/v de Na2HPO4 e 0,52% p/v de ácido cítrico). Depois
de 15 minutos, a reação foi interrompida com 25 µl de solução de ácido
sulfúrico a 1%. A densidade óptica (D.O.) a 492 nm foi medida em um
espectofotômetro Titerk Multiskan (Labsystems). Foram feitos contro-
les do conjugado, no qual colocou-se no lugar do soro apenas tampão
de incubação, do substrato, em que a reação foi efetuada sem o soro e
sem o conjugado e, do soro negativo, com o pool dos soros pré-imunes
diluídos 1:1000. O título foi determinado como a maior diluição do
soro que exibiu uma absorbância duas vezes maior que a do soro con-
trole negativo. Cada uma das oito preparações antigênicas foi colocada
para reagir com todos os soros hiperimunes.
SDS-PAGE. A separação de proteínas foi realizada, através
de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), concentração
de 12,5%, de acordo com o método descrito por Laemmli19. A sus-
pensão de parasitos obtida foi diluída em tampão de amostra e sonicada
conforme descrito anteriormente. Cada amostra foi pipetada na con-
centração de 2,5 x 107 taquizoítos por canaleta. A corrida eletroforética
foi realizada em corrente constante de 100 V por aproximadamente
três horas. Padrões de peso molecular incluíram albumina bovina (66
kDa), albumina de ovo (45 kDa) e anidrase carbônica (29 kDa).
Western blot. O procedimento de transferência de proteí-
nas para membranas de nitrocelulose (Western blot) obedeceu ao pre-
conizado por Towbin et al.27. As proteínas separadas em SDS-PAGE
foram transferidas eletroforeticamente do gel para membrana de
nitrocelulose de 0,45 µm de poro (Pharmacia). A transferência foi
feita a 60 V, durante 18 horas a 4ºC. A membrana de nitrocelulose foi
corada com Ponceau a 0,2%, para verificação da eficiência da trans-
ferência, com a visualização das bandas de proteínas. A membrana
foi então colocada em PBS pH 7,2 (0,15 M) e deixada em repouso a
4ºC durante 18 horas. As fitas de nitrocelulose foram colocadas para
reagir com um soro homólogo, com o soro heterólogo (anti-RH) e
com o soro pré-imune de cada coelho. O conjugado utilizado foi um
anticorpo de carneiro anti-IgG de coelho marcado com peroxidase
(Sigma) diluído a 1:2.000. A revelação foi realizada em solução de 4-
cloro-1-naftol, lavada com água e fotografada.
RESULTADOS
Os testes de ELISA foram realizados com a mesma concen-
tração de proteínas em todas as amostras (20 µg/ml). Os soros
hiperimunes obtidos de coelhos reagiram igualmente contra os extra-
tos de taquizoítos das oito amostras de T. gondii. Na repetição do
teste, os resultados foram similares. A Fig. 1 ilustra o tipo de curva
apresentada pelas oito amostras estudadas. Todos os soros reagiram
fortemente contra as soluções antigênicas preparadas a partir de um
extrato de proteínas totais de taquizoítos. O controle do soro negativo
apresentou uma D.O. média de 0,004 no primeiro teste e de 0,006 no
segundo. Considerando como título final aquele superior a duas ve-
zes a D.O. dos soros negativos, todos os soros apresentaram título
final de 512.000 contra qualquer um dos antígenos. Comparando-se
a média das D.O. dos diversos soros hiperimunes contra todas as
amostras de Toxoplasma gondii, verificou-se que, numa diluição mé-
dia de 1:16.000, a variação foi de 1,021 (anti-LIV V) até 0,213 (anti-
Figura 1
ELISA teste indireto. Reatividade do soro anti-S11 contra o extrato ce-
lular total das amostras: AS 28; S11; HV III; VPS; LIV IV; LIV V; CN e
RH, na concentração de 20 µg de proteína/ml.
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AS 28) como mostra a Tab. 1. Na RIFI, o título final foi de 16.000
para o soro anti-AS 28, 32.000 para o anti-CN e 64.000 para os de-
mais anti-soros: S 11, HV III, VPS, LIV IV, LIV V e RH (Tab. 1).
No Western blot, o perfil antigênico das oito amostras pode
ser visualizado nas Fig. 2 e 3. As amostras de T. gondii apresentaram
grande variedade de antígenos, algumas com mais de 15 bandas de
peso molecular variando entre 26 e 95 kDa. Dentre os antígenos ob-
servados, podem-se destacar nove bandas de peso molecular aproxi-
mado de 26, 33-37, 41-45, 46, 50, 52-55, 66, 70 e 75 referidas no
presente trabalho como: p26, p33, p43, p46, p50, p54, p66, p70 e
p75. Os antígenos p33, p54 e p66 foram comuns a todas as amostras,
sendo que os antígenos p33 e p66 foram reconhecidos pelo soros
homólogos e heterólogos e o antígeno p54 foi reconhecido somente
pelo soro heterólogo (anti-RH) nas amostras VPS, S 11 e AS 28. O
antígeno p43 não foi reconhecido apenas na amostra VPS, embora
tenha sido fortemente reconhecido nas demais amostras. Os antígenos
Figura 2
Análise de Western blot das amostras LIV IV (a); LIV V (b); VPS (c); S
11 (d); HV III (e); CN (f); AS 28 (g) e RH (h) incubadas com os soros
hiperimunes obtidos de coelhos inoculados experimentalmente com es-
sas amostras. Em a, b, c, d, e, f, g e h, reação com soros homólogos, e em
a’, b’, c’, d’, e’, f’ e g’, reação com o soro heterólogo anti-RH. A reação
foi revelada utilizando-se um conjugado contendo imunoglobulinas de
carneiro antiimunoglobulinas G de coelho marcadas com peroxidase. As
setas indicam o peso molecular padrão (albumina bovina - 66 kDa;
albumina do ovo - 45 kDa; e anidrase carbônica - 29 kDa).
Tabela 1
Média das densidades ópticas (D.O.), obtidas no ELISA teste indireto,
da reação entre soros hiperimunes de coelhos inoculados com diferentes
amostras de Toxoplasma gondii e o extrato celular total dessas amos-
tras, na diluição de 1:16.000, e título final na RIFI - Londrina, 1993.
* Reação feita utilizando-se taquizoítas formolizados da amostra RH.
p50, p70 e p75 estavam presentes em todas as amostras, menos na
HV III. Apenas dois antígenos foram amostra-específicos, o de 62
kDa na CN e 67 kDa na LIV IV, reconhecidos somente pelo soro
homólogo. Com relação aos demais antígenos, houve uma variação
maior entre as amostras. Pode-se observar, ainda, que existe uma di-
ferença quantitativa nos antígenos. As bandas de 33 e 43 kDa foram
as que apresentaram a maior variação quantitativa entre as amostras
analisadas, como mostra a Fig. 2. As tiras de nitrocelulose reagidas
com os soros pré-imunes não apresentaram bandas.
DISCUSSÃO
Muitos laboratórios utilizam o teste de ELISA para o diag-
nóstico da toxoplasmose humana, por ser um método que apresenta
alta sensibilidade e especificidade, de fácil execução, quantitativo,
baixo custo, além de poder ser automatizado. A maioria desses tes-
tes usa frações antigênicas simples do parasita inteiro29 ou antígenos
solúveis17,26. No presente trabalho, a reação foi feita com extrato
total de taquizoítos na concentração de 20 µg/ml de proteínas e
mostrou uma forte reação contra todos os soros. Tanto os controles
da reação quanto os controles dos soros negativos apresentaram re-
ação muito fraca, ficando a D.O. próxima de zero. A repetição das
reações homólogas e heterólogas, com resultados praticamente idên-
ticos, indicou a boa qualidade dos antígenos e da técnica utilizados.
Apesar da alta sensibilidade do teste de ELISA, não foi
possível observar diferenças nas reações contra os diversos antígenos,
já que as reações heterólogas foram equivalentes, em termos quan-
titativos, às homólogas. Esses resultados sugerem que diferentes
soros reconhecem similarmente várias amostras, conforme obser-
Figura 3
Representação esquemática dos antígenos, reconhecidos por
imunoglobulinas G de coelhos inoculados com diferentes amostras de
Toxoplasma gondii, demonstrados através da técnica de Western blot. As
oito amostras de T. gondii analisadas foram: LIV IV (a), LIV V (b), VPS
(c), S 11 (d), HV III (e), CN (f), AS 28 (g) e RH (h). Em a, b, c, d, e, f, g e
h, reação com soros hiperimunes homólogos, e em a’, b’, c’, d’, e’, f’ e g’,
reação com o soro heterólogo anti-RH. O PM aproximado, em kDa, de
cada banda está representado do lado direito e esquerdo da figura.
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vado pela homogeneidade das curvas de titulação (Fig. 1) frente às
várias amostras. Os resultados obtidos vêm reforçar a observação da
existência de antígenos comuns entre as amostras de T. gondii iso-
ladas de diferentes espécies animais e de humanos1,12,23.
As diferenças encontradas entre as médias dos valores das
D.O. na diluição de 1:16.000, entre os soros hiperimunes, provavel-
mente podem ser atribuídas à variação nos níveis séricos de
anticorpos, resultados esses corroborados pelos títulos da RIFI (Tab.
1), para as quais existe uma proporcionalidade entre o título final
obtido pela RIFI e a D.O. dos soros. Essas diferenças podem ser
atribuídas à variação no hospedeiro ou variação na capacidade das
amostras de induzirem a produção de anticorpos.
A técnica de Western blot revelou dois antígenos comuns, a
p33 e a p54. O antígeno de peso molecular aproximado de 33 kDa foi
o mais abundante, reconhecido pelos soros homólogo e heterólogo
em todas as amostras. Este antígeno provavelmente é o mesmo obser-
vado por Handman et al.14 com massa molecular de 27 kDa, descrito
como o maior antígeno de superfície do taquizoíta e, posteriormente,
por Kasper et al.18, que o estimaram em 3 a 5% do total de proteínas
e o denominaram de p30. Essa proteína tem sido estudada por vários
pesquisadores e parece importante na indução de uma resposta imu-
ne protetora. A p30 pode ser detectada em uma variedade de isolados
de T. gondii derivados de hospedeiros humanos e animais30.
É provável que o antígeno de 54 kDa (52-55), também presente
em todas as amostras, seja uma proteína interna, pois Sadak et al.25 des-
crevem um anticorpo monoclonal que reagiu com uma proteína de 55
kDa de roptria em taquizoítos, bradizoítos e esporozoítos. Do mesmo
modo, Leriche; Dubremetz20 também descrevem um antígeno de roptria
com 55 kDa. Chardès et al.6 encontraram imunoglobulinas IgA na se-
creção intestinal que reconheciam um antígeno de roptrias de 55 kDa.
Outros autores8,11,16 caracterizaram um antígeno de 57 kDa secretado e
excretado pelo Toxoplasma gondii. Esse antígeno de 57 kDa poderia ser
o mesmo encontrado nas roptrias e que seria liberado durante a invasão
celular. Esta hipótese parece ser bastante interessante e maiores inves-
tigações devem ser feitas para se conhecer melhor esta proteína.
Outro antígeno importante foi a p43, que variou de 41 a 45
kDa. Esta proteína foi a segunda mais abundante, reconhecida nas
reações homólogas e heterólogas em todas as amostras com exceção
da VPS. Inicialmente descrita por Handman et al.14 como de 43
kDa, sendo uma das quatro maiores proteínas de membrana do
taquizoíta, foi caracterizada posteriormente por outros autores6,7,11.
Esse antígeno é um importante componente da membrana celular
do taquizoíto14, sendo também encontrado na rede do vacúolo
parasitóforo, podendo estar envolvido na penetração celular2. Re-
centemente, Navarro et al.23 demonstraram que essa mesma proteí-
na é reconhecida por soros de gatos infectados experimentalmente,
sendo o único antígeno comum às cinco amostras de T. gondii ana-
lisadas, incluindo a amostra VPS que, no presente trabalho, não foi
demonstrado. Essa discrepância de resultados poderia ser devida a
uma variação individual do hospedeiro em reconhecer este antígeno.
A amostra HV III foi a que apresentou a maior variação
com relação ao perfil antigênico, não apresentando três antígenos
(p50, p70 e p75) que estavam presentes nas demais amostras. Esse
fato poderia estar relacionado ao tempo de isolamento, visto que
essa amostra é uma das isoladas mais recentemente.
As diferenças quantitativas encontradas (principalmente nos
antígenos p33 e p43) também foram observadas por Ware; Kasper30 e por
De La Cruz et al.12. Estes últimos sugeriram que tais diferenças poderi-
am ser devidas a uma variação na indução da expressão desses antígenos
pelos hospedeiros ou influenciadas pela manipulação laboratorial.
Os resultados obtidos na análise de Western blot demonstra-
ram algumas diferenças na composição antigênica, concordando com
os dados obtidos por Ware; Kasper30 e De La Cruz et al.12. Do mesmo
modo, Weiss et al.31 observaram que soros de pacientes com AIDS
reconheceram de forma variada diferentes amostras analisadas. Beckner
da Silva et al.1 também observaram diferenças na análise por Western
blot de soros de suínos infectados experimentalmente, e Navarro et al.23
obtiveram resultados semelhantes em gatos. Neste caso não foi possível
determinar nenhum antígeno amostra-específico.
CONCLUSÕES
Com bases nos resultados obtidos, pode-se concluir que:
1) a metodologia empregada no teste de ELISA mostrou-se
de alta sensibilidade e especificidade, vantagens que podem ser adici-
onadas à simplicidade em se obterem antígenos de alta qualidade;
2) a análise por Western blot revelou que os antígenos p33,
p54 e p66 são comuns a todas as amostras;
3) a amostra HV III foi a que mais diferiu no perfil
antigênico, não revelando três bandas, de 50, 70 e 75 kDa, presen-
tes nas demais amostras;
4) apenas dois antígenos foram amostra-específicos, 62 kDa
da CN e 67 kDa da LIV IV.
SUMMARY
Eight Toxoplasma gondii strains were analyzed using ELISA and Western blot techniques, in order to demonstrate possible immunological
differences. The analyzed strains were: LIV IV, LIV V and S 11 isolated from swine, RH and VPS from a human being, AS 28 from a wild mouse,
HV III from a dog and CN from a cat. With the ELISA assay the eight strains showed similar reactivity with homologous and heterologous sera.
The antigenic suspension, consisting of total cellular extract of tachyzoites, was effective in the indirect ELISA assay, with the positive sera
reacting strongly and the negative not reacting with the antigens. The Western blot analysis showed that the T. gondii strains have similar antigenic
profiles with a few variations. Three bands were observed in all strains: one of about 33 kDa (p33), another of 54 kDa (p54) and a third one of 66
kDa (p66). The HV III strain, isolated from a dog, did not show three antigens (50, 70 and 75 kDa) that were present in the others. However, this
difference was not detected by the ELISA assay. Only two antigens (62 kDa of the CN and 67 kDa of the LIV IV) were strain-specific antigens.
UNITERMS: Toxoplasma gondii; Antigens; Western blot; ELISA indirect test.
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